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論文内容の要旨
【目　的】
糖尿病状態において、腎糸球体メサンギウム細胞の細胞外基質産生は克進し、糖尿病性腎症に特
徴的なメサンギウム領域の拡大を惹起すると考えられている。糖尿病状態におけるこのメサンギウ
ム細胞の機能異常には種々の因子が関与しているが、同細胞の糖代謝異常が最も重要な因子である。
細胞膜の糖輸送担体を介する過剰なブドウ糖の流入がその第一段階であり、細胞内へ流入するブド
ウ糖畳を規定する糖輸送担体の発現量を調節する機構を明らかにする事は、糖尿病性腎症の発症・
進展の機序を解明する上で重要であると考えられる。一方、tranSforming growth factor－β1（TGF－
β1）は、細胞増殖や細胞外基質蛋白の産生を直接制御するcytokineとして広く知られており、糖尿
病性腎症患者や糖尿病動物の腎糸球体および高糖濃度条件下で培養されたメサンギウム細胞におい
て、その発現が元進することが報告されている。また近年、TGF－β1が線維芽細胞においてGLUT
lの発現を増強させると共に、高糖濃度条件下で培養されたメサンギウム細胞でもGLUTlの発現
が克進することが報告された。これらの知見より、糖尿病状態で過剰に発現するTGF－β1が、メサ
ンギウム細胞において糖輸送担体の発現を増加させ、直接的に細胞外基質蛋白合成を促進させるの
みならず、糖尿病状態におけるメサンギウム細胞の代謝異常をさらに増悪させている、という仮説
に基づき以下の実験を行った。尚、メサンギウム細胞には2種類（GLUT，SGLT）の糖輸送担体
が存在し、中でもGI．UTlが主に糖輸送を司る事が報告されており、本研究では主にGI．UTlに関
する実験を行った。
【方　法】
1．SD系雄性ラットより単離した糸球体より得られたメサンギウム細胞を20％fetal bovine serurn
（FBS）を含むRPMI培地にて培養し、COnfluentの細胞をOA％FBSを含む培養液にて24時間楯置し
た後、実験に供した。
1）細胞に人血小板由来TGF－β1を添加し、2Tdeoxy－D－glucose（2DOG）の取り込みを測定した。
2DOGの取り込みにおける蛋白合成の関与を確認する目的でCycloheximideを、facilitative糖輸
送担体（GLUT）の関与を確認する目的でcytochalasin Bをそれぞれ共酵置し同様の測定を行っ
た。また2DOGと3－0－methyl－D－glucose（30MG）を基質として行った取り込み実験から、
Hanes plotにてVmax、Km債を算出した。
2）糖輸送体（GLUTl，SGLTl）の遺伝子発現はNorthern blot法でGLUTlの蛋白発現は
Western blot法で評価した。
2．高糖濃度条件下で培養したメサンギウム細胞で発現が元進する内因性TGF－β1の糖取り込みに
及ぼす影響を知る目的で、メサンギウム細胞を20％FBS、5．6mM D－glucoseを含むRPMI培地に
て培養し、Subconfluentの細胞を以下の実験に供した。
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1）細胞を22．2mMあるいは5．6mM D－glucoseを含む培地で72時間培養し、最終の24時間にTGF－
β1中和抗体を婿置し、2DOGの取り込みを測定した。
2）同様の条件でGLUTlの遺伝子発現をNorthern blot法で評価した。
【結　果】
培養メサンギウム細胞において、
1。TGF－β1は2DOGの取り込みを時間e容量依存性に増加させた。2DOGおよび30MG取り込
みにおけるKineticsの解析では、TGF－β1はVmax億を有意に増加させ、Km債には影響を及ぼさ
なかった。
2．TGF－β1により有意に増加した2DOGの取り込みは、CyCloheximide（1〟g／nB）共姉置により
完全に抑制された。また、2DOGの取り込みはcytochalasin B（25〃M）共脾置により完全に抑
制された。
3．TGF，β1はGLUTlのmRNAの発現を時間0容量依存性に増加させた。一方、SGLTlのmRNA
の発現は認められなかった。GLUTlの蛋白発現もTGF－β1により有意に増加した。
4．高糖濃度（22．2mM）条件下で培養した細胞では、正常糠漬度（5．6mM）下の細胞に比し、2
I）OGの取り込みは有意に増加し、GLUTlのmRNAの発現も増加していた。この増加はTGF－β1
中和抗体（30〃g／融）による抑制された。
【考　察ヨ
培養メサンギウム細胞において、TGF－β1が糖代謝の第一段階である細胞内への糖輸送を活性化
する事が明らかとなった。その機構として、TGF－β1がGI．UTlの転写・発現を克進させ、細胞膜
でのG工．UTlの発現を増加させている可能性が示唆された。メサンギウム細胞ではNa依存性糖輸送
体（SGLT）の存在が報告されていたが、SGLTlの遺伝子発現は確認できなかった。さらに、高
槻濃度条件下でのメサンギウム細胞で発現が克達している内因性のTGP－β1も、メサンギウム細胞
のG工．UTl発現を瓦進させ、糖取り込みを促進させていることが明らかとなった。これらの結果か
ら、糖尿病状態、すなわち糖取り込みの元進したメサンギウム細胞において、過剰に発現したTGF－
β1が、糖取り込みをさらに促進させ、細胞機能異常を助長するような悪循環を形成している可能
性が示唆される。
監結　論】
培養ラットメサンギウム細胞において、TGF－β1は糖輸送体GLUTlの発現を克進させ、糖取り
込みを増加させることが明らかとなった。
論文審査の結果の要旨
糖尿病性腎症に特徴的な腎糸球体メサンギウム領域の拡大には、メサンギウム細胞の糖代謝異常
に起因する細胞外基質産生の元進が関与している。本研究は、培養ラットメサンギウム細胞を用い
て、糖尿病状態で過剰発現することが知られているtransfoiminggrowthfactor－β1（TGF－β1）が、
糖代謝の第一段階である細胞内糖輸送にいかなる影響をおよぽすかを検討したものである。
外因性TGぎーβ1は糖輸送担体Gl．UTlの遺伝子および蛋白発現を増加させることにより糖取り込
みを元進させた。さらに、TGF－β1の中和抗体を用いた実験により、高ブドウ糖条件下において培
養されたメサンギウム細胞において発現が克進した内因性TGぎーβ1も、G工．U甘1の遺伝子発現を増
加させ、糖取り込みを元進させることが示された。
このように本論文は糖尿病性腎症の発症ならびに進展の機序について重要な知見を与えたもので
あり、博士（医学）の学位論文に借するものである。
なお、本学位授与申請者は平成11年2月9日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格
と認められたものである。
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